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Abstract of EP0524864 

Method for immoblising, by passive adsorption, on a solid support, a nucleic acid fragment containing less 
than 100 nucleotides, in which the said fragment is deposited on the said support in the form of a 
derivative resulting from the covalent coupling of the said fragment with a ligand having a molecular mass 
of less than 5000 and containing at least one polar functional group, the said derivative not being capable 
of reacting with the said support with the formation of a covalent bond under the conditions of the said 
deposition, it being understood that when the said ligand is a nucleotide or oligonucleotide, it contains at 
least one nucleotide which is modified so as to introduce the said polar functional group, and solid support 
thus obtained. * 

This support can be used especially as a capture probe for the detection of a nucleotide target. 
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® c™rf S^ l,l f t iS n d'un fragment d'acide nucleique par fixation passive sur un support solide, 
support solide ainsi obtenu et son utilisation. r ' 

® Proc^e d'immobHisation par fixation passive, sur un support solide, d'un fragment d'acide nucleique 
S 01 ^ d 5 1 u° ™° l6otides ; dans ,e£ i uel on depose sur ledit support ledit fragment sous la 

^'^t d u couplage covalent dudit fragment avec un Hgand ayant une masse 
mo^culaire infeneure a 5000 et comprenant au moins un giioupement fbnctionnel poiaire, ledit derive 

^HL^w^f^ 6 l e ^ ag J r f ur ,edlt support ™ ec formati ™ d'une liaison covalente dans les 
conditions dudit depdt, etant entendu que iorsque ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide il 
comprend au moins un nucleotide modifie de fagon a introduire ledit groupement fonctionnel polaire, 
et support solide ainsi obtenu. 

Ce support peut etre utilise notamment comme sonde de capture pour la detection d'une cible 
nucieotidique. 
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La presents invention a pourobjetun proc6d6 ^immobilisation d'un fragment d'acide nucieiquesurun sup- 
port solide, le support solide ainsi obtenu et son utilisation notamment dans les methodes de detection de s6- 
quences cibles comportant une sequence compiementaire de la sequence immobiIls6e. 

On sait que Tune des proprietes des acides nucieiques est la possibility d'interagir avec une sequence 

5 compiementaire par I'intermediaire de liaisons hydrogfcnes et de former un hybride selon les lois d'appariement 
connues, c'est-&-dire A-T, G-C pourl'ADN et A-U, G-C pour TARN. 

Sur la base des proprietes des acides nucieiques, des techniques ontete d6velopp6es permettantde met- 
tre en evidence etde quantifier, dans un 6chantillon k analyser, un acide nucieique appe!6 cible. Ces techniques 
peuvent etre divis6es en deux grands groupes : les techniques dites de detection directe telles que celles d6- 

10 velopp^es par SOUTHERN. E. M. (J. Mol. Biol., 98, 503, (1975)) et la technique dite "Dot-blot" (MANIATIS et 
al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, (1982)) pour la detection d'ADN, selon lesquelles I'ADN cible est 
d6pos6 sur un film de nitrocellulose, de nylon ou un melange de nitrocellulose et de nylon et on utilise pour la 
detection une sequence nucieique determinee, appe!6e sonde de detection, marquee par tout marqueur connu 
tel que marqueur enzymatique, chlmique ou radioactif. Ainsi, lorsqu'il y a compiementarite entre la sequence 

15 nucieique de la cible et la sequence nucieique de la sonde de detection, il se forme un hybride stable et apr&s 
une etape de lavage pour eiiminer la sonde de detection non appariee, on peut quantifier la cible dans l'6chan- 
tillon. Une autre technique de detection directe est la technique dite "NORTHERN" identique dans fa pratique 
k la technique dite "SOUTHERN" mais utilis6e pour mettre en Evidence et quantifier I'acide ribonuc!6ique. Une 
modification k ces techniques sont les techniques dites indirectes telles que la technique sandwich ou "Reverse 

20 Dot". Selon cette technique, on utilise une premiere sonde nucieotidique, appeiee sonde de capture, f ix6e sur 
un support solide qui sert k capter !e g6ne ou fragment de gene k d6tecter dans l'6chantillon. La cible peut 
avoir 6te marquee au pr6alable (le plus souvent par un haptene ou par une modification chimique). Dans ce 
cas on effectuera une detection appropriee. Si la cible n'est pas marquee, on peut alors ajouter une deuxi&me 
sonde dite sonde de detection, compiementaire d'une autre region de la cible, qui permet la detection par I'in- 

25 term6dlaire d'un marqueur tel qu'un marqueur radioactif, enzymatique ou chimique (voir par exemple DUNN 
AR. et HASSELJ.A, Cell, 12,23 (1977); RANKI M. et al., Gene, 21,77 (1983) ; PALVAA. etal., FEMS Microbiol. 
Lett. 23,83 (1984) ; POLSKY-CYNKI R. et aL, Clin. Chem., 31,1438 (1985)). 

Toutes ces techniques nScessitent rimmobilisation d'un fragment d'acide nucieique sur un support solide. 
La m6thode la plus commun6ment utilis6e pour tier un fragment d'acide nucieique dun support est de I'attacher 

30 par diverses interactions non covalentes. Les desavantages de cette methode resident dans le fait qu'une par- 
tie de I'acide nucieique est immobilis6e directement sur le support et que seule une petite partie du fragment 
d'acide nucieique reste disponible pour I'hybridation. Ces desavantages sont amplifies lorsqu'on utilise des 
fragments d'acide nucieique relativemeht courts, par exemple interieurs k 100 nucleotides. Ce problems se 
pose notamment lorsque Ton veut detecter des mutations g§n6tiques et des polymorphismes. Pour cela, on 

35 utilise des sondes nucieiques de synthase comprenant environ 15 k 20 nucleotides qui s'hybrideront aux cibles 
k detecter seulement s'il y a une compiementarite parfaite. Dans ia plupart des cas, le m6sappariement d'une 
simple paire de base est suff Isant pour emp§cher la formation d'un complexe sonde-cible stable, dans des 
conditions prealablement choisies. 

Des solutions ont ete proposes pour pallier ces inconv£nients, parmi lesquelles cede notamment pr6co- 

40 nis6e par SAIKI R.K. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, vol. 86, pp. 6230-6234, aoOt 1989, qui consiste k coupler 
k I'extremite 3' d'un oligonucleotide ou sonde une queue poly(dT) de 400 bases et k immobiliser I'oligonucl6o- 
tide par I'intermediaire de cette queue poly(dT) sur un f iltre de nylon par exposition k des rayons ultraviolets, 
de fagon k coupler par covalence les bases thymines aux amines primaires pr6sentes dans le nylon. 

Cependant, cette solution n'est pas enti&rement satisfaisante parce qu'elle pr6sente des probl&mes de 

45 specif icite. En effet, les bases thymines del'oligonucl6otide peuvent egalementr6agir, sous rayonnementU.V., 
avec le support, ce qui implique une diminution de I'efficacite d'hybridation. Ce probteme est partiellement r6- 
solu, comme d£crit dans la publication, par I'utilisation d'une queue tr6s longue (400 bases) mais alors, la son- 
de, en masse , devient tr£s inferieure k la queue, ce qui diminue d'autant le taux de greffage en moles/g de 
papier. De plus, la fabrication d'une sonde avec une queue d'aussi grande taille pose des probtemes d'indus- 

so trialisation. 

Une autre solution pr6conis§e est celle d6crite dans la demande de brevet WO 86/01302 qui consiste k 
coupler k I'extremite terminate d'un oligonucleotide un ligand, tel qu'un aminoalkyle, et k attacher I'extremite 
libre de ce ligand sur un support solide, tel que polystyrene ou analogues, par formation d'une liaison covalente. 
Bien que cette methode permette d'assurer une fixation stable de I'oiigonucieotide, elle n'en demeure pas 
55 moins difficile k mettre en oeuvre techniquementcar elle n6cessite une etape d'activation du support pourcreer 
k la surface de celui-ci une fonction reactive determin6e capable de former une liaison covalente avec la fonc- 
tion reactive portee k I'extremite du ligand. 

On a maint9nant trouv6 un nouveau proc6de qui paliie les inconv6nients ci-dessus mentionnes, de mise 

2 
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en oeuvre simple et qui assure une excellente reproductible. 

La presente invention a pourobjetun precede demobilisation par fixation passive, sur un support solide, 
d'un fragment d'acide nucieique comportant moins de 100 nucleotides (notamment moins de 50 nucleotides 
et en particulier moins de 30 nucleotides), dans lequel on depose sur ledit support ledit fragment sous la forme 

5 d'un derive resultant du couplage covalent dudit fragment avec un ligand ayant une masse moieculaire inf6- 
rieure a 5000 et comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas susceptible 
de reagirsur ledit support avec formation d'une liaison covalente dans les conditions dudit dep6t, etant entendu 
que lorsque ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide, il comprend au moins un nucleotide modifie de 
fa$on & introduire ledit groupement fonctionnel polaire. 

10 On entend par "fixation de fagon passive" une fixation due & des forces autres que des forces de liaison 
covalente. 

Dans des modes de realisation particuliers, le procede de Invention peut encore presenter les caract6- 
ristiques suivantes, prises isoiement ou, le cas 6cheant, en combinaison : 

- ledit groupement fonctionnel estchoisi parmi les groupements amine, hydrazine hydrazono, imino, azi- 
15 do, triazeno, triazano, amide eventuellement substitue, semicarbazono, carbamoyle, cyano, carboxy, hy- 
droxy, alkyithio , arylthio , sulfamoyle, thiophosphate ; 

- ledit groupementfonctionnel polaire est choisi parmi les groupements amine (primaire.secondaire ou ter- 
tiaire), hydroxy, alkyithio et arylthio ; 

- ledit groupement amine est choisi parmi les groupements amino,amino mono ou disubstitu6(le ou les 
substituants etant choisis parmi les groupements alkyle ou aryie eventuellement substitu6s), amidino, gua- 
nidino, triazinyle, indolyle et imidazolyle ; 

- ledit ligand comprend au moins un groupement hydrophobe ; ledit groupement hydrophobe est choisi no- 
tamment parmi les groupements hydrocarbon6s eventuellement insatures ayant de 2 & 30 atomes de car- 
bone ; le ou les groupements hydrocarbones peuvent §tre choisis notamment parmi les groupements alky- 
le, alkyiene, alcenyle et alcenylfcne, les groupements aryie et arylfcne et les groupements alkyle, alkyiene, 
alcenyle ou alcenylene eventuellement interrompus ou substitues par au moins un groupement aryiene 
ou aryie ; le ou les groupements hydrophobes peuvent §tre substitues par ledit ou lesdits groupements 
fonctionnels polaires ; 

- le ligand est de preference lie a un nucleotide terminal de la sequence immobilis6e, en particulier a I'ex- 
tr6mit6 3' et 5' de ladite sequence, ou encore lie & la base (thymine, cytosine, etc..) dudit nucleotide ter- 
minal ; le ligand peur egalement etre lie k une base d'un nucleotide non terminal , ou au phosphore d'une 
liaison intranucl6otidique ; 

- ledit ligand comprend un groupement choisi parmi : 

- les groupements de formule (I) : 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



o 



-p-p-z-o-p-pz 

n 

X X " m 

dans laquelle n est zero ou un nombre entier de 1 a 30, les groupements Z sont choisis parmi les groupe- 
ments alkyiene ou alcenylfcne ayant 2 a 30 atomes de carbone, 2' est un groupement alkyle ou alcenyle 
ayant 2 a 30 atomes de carbone, X et X' represented ind6pendamment -CTM + , -S~M + ou un groupement 
alkyle, alcoxy, aryloxy, aminoalkyle ou aminoalcoxy, M + etant un cation alcalin ou NH 4 + , etant entendu que 
I'un au moins des groupements 2 et/ou 2' est substitue par un groupement fonctionnel polaire ou par un 
groupement portant un groupement fonctionnel polaire : 
- les groupements de formule (II) : 



55 
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O 



NHC 



Z 



n ( ii ) 



dans laquelle n, Z et Z' sont d6f inis comme pr6c6demment, 
10 - et les groupements de formula (III) : 

"L (I") 

dans laquelle L, est un reste peptidyle (dont la valence libre est Ii6e par exemple £ I'extremite N-terminale 
ou C-terminale), ledit reste peptidyle comprenant au moins un motif derive d'un acide amine comportant 
une chatne laterale substitu6e par un groupement fonctionnel polaire ; 
15 - ledit ligand r6pond £ la formule (I), n etant z6ro ou un nombre entier de 1 £ 10, Z est un alkyiene ayant 
de 2 £ 12 atomes de carbone, et Z' est un alkyle ayant de 2 £ 12 atomes de carbone, Tun au moins des 
groupements Z et Z' etant substitue par au moins un groupement amine.hydroxy ou hydrazino ; en parth 
culier, n - O et X represente 0*"M + ; 

- ledit ligand r6pond £ la formule (II) avec n = O, et Z' represente un groupement alkyle ayant 3612 atomes 
20 de carbone, substitue par au moins un groupement amine ; ledit groupement alkyle est en outre substitue 

par au moins un groupement hydroxy ; 

- ledit ligand rtpond £ la formule (II) avec n = 1, Z represente un alkyiene ayant au moins 2 atomes de 
carbone etZ' represente un groupement alkyle substitue parau moins un groupement amine ; 

- ledit ligand repond £ la formule (III), et ledit acide amine comportant une chaTne laterale substitute est 
25 choisl parmi la lysine, I'arginine, I'ornithine, la glutamine, I'asparagine, la serine, la threonine, la tyrosine, 

I'histidine et le tryptophane. 

Le compost de formule g6n6rale (III) est par exemple un peptide tel que represente respectivement par 
les sequences : 

- (KGS) m -KGG,m etant un nombre entier pouvant varier de 1 £ 15 
30 - - KIEPLGVAPTKAKRRWQREKR 

Le terme "fragment d'acide nucieique" tel qu'utilise dans la pr6sente invention, signifie un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel ou un oligonucleotide nature! ou de synthase ou un fragment d'ADN ou d'ARN de synthase 
non mod if i6 ou comprenant une ou piusieurs bases modif i6es telies que I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, 
la dim£thylamino-5-d£soxyuridine, la d6soxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute 
35 autre base modif tee permettant I'hybridation, le fragment d'acide nucieique pouvant etre simple brin ou double 
brin. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels peut etre immobilise un 
fragment d'acide nucieique pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en chromatographic d'aff inite et 
dans des processus de separation. Des materiaux naturels, de synthese, modifies ou non chimiquement peu- 
40 vent etre utilises comme support solide , notamment les polysaccharides tels que les materiaux de cellulose, 
par exemple du papier, des derives de cellulose tels que I'ac6tate de cellulose et la nitrocellulose ; des poly- 
meres tels que poiychlorure de vinyle, polyethylene, polystyrenes, polyacrylate ou copoiymeres tel que poly- 
rntre de chlorure de vinyle et de propylene, polymere de chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; copolymers 
£ base de styrtnes ; des fibres naturelles telies que le coton et des fibres synthetiques telies que le nylon. 
45 De preference, le support solide utilise dans la pr6sente Invention est un polymere de polystyrene, un co- 
polymere butadienestyrene ou un copoiymere butadiene-styrene en melange avec un ou piusieurs polymeres 
ou copoiymeres choisis parmi le polystyrene, les copoiymeres styrene-acrylonitrile ou styrene- methacrylate 
de methyle, les polypropyienes, les polycarbonate ou analogues. Avantageusement, le support de la pr6sente 
invention est un polystyrene ou un copoiymere £ base de styrene comprenant entre environ 1 0 et 90 % en poids 
:50 de motifs de styrene. 

Le support solide selon Tinvention peut §tre, sans limitation, sous la forme d'une plaque de microtitration, 
d'une feuille, d'un cdne, d'un tube, d'un puits, de billes ou analogue. 

Le terme "agent de couplage", tel qu'utilis6 ici d6signe une molecule contenant au moins deux "extr6mites" 
ou groupements rtactifs. L'agent de couplage peut etre homobifonctionnel ou heterobifonctionnel. 
55 Les ligands utilises dans la prtsente invention, et donnts ici £ titre d'exemple, peuvent §tre des composes 

disponibies dans le commerce ou des composes synthetises selon des methodes connues en soL 

L'invention a egalement pour objet un support sur lequel est immobilise par fixation passive un fragment 
d'acide nucieique (te! que d6f ini pr6c6demment), ce support 6tant caract6ris6 par le fait qu'il peut §tre obtenu 
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selon le procSde d6crit ci-dessus. Un tel support peut §tre utilise notamment dans diverses techniques telies 
que celles des tests de diagnostic et celles de la chromatographie d'affinite. L'invention concerne egalement 
Putilisation d'un tel support dans un proced^ de detection ou de purification, selon les techniques connues, 
d'une cible nucleotidique contenant une sequence complementaire de celle du fragment d'acide nucleique im- 
mobilise : en particulier, ce fragment immobilise peut etre employ^ comme sonde de capture. 
Les exemples suivants illustrent ['invention sans toutefois la limiter. 

Exemple 1 : ligands phosphoramidites : 

Les composes disponibles dans le commerce utilises dans la presente invention sont listes dans le tableau 
1 ci-apres 



TABLEAU! 



Formule 



Fournisscur 



ref 



O 



OCH, 



CFj-CNH-tCHJeOP 



5 





MMTrNH(CH i! ) 1!! -<>p/ 



6 



N (isoPr), 



Qontech Lab Inc 



5206-1 



s 7 
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MMTr-NH-tCH^O-p/ 



0(CH 2 ) 2 -CN 



N (isoPr) 2 



GlenResearch 10-1903 



10 



(Ph),CS(CH 8 ),OP 



/ 
\ 



0-(CH 2 ) 2 €N 



N(isoPr) 2 



Clontcch Lab Inc 5211-1 



15 



9a 



DMTrO(CH 2 ) 2 -SO(CH 2 ) 2 -OP 



/ 
\ 



CKCH^-CN 



N(isoPr) 2 



ClontechLablnc. 5210-1 



20 



25 10 



Fmoc-NH-CHjCH-CHjODMTr 



/ 



a(CHj) a <JN 



OP 

N(isoPr) 2 



Clontech Lab Inc. 5203-3 



30 



35 



40 



dmtp — i 



OP 



/ 
\ 



O-CCH^-CN 



N(isoPr) 2 



GlenResearch 101039 



11 



45 



50 
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O O 
NH(CHJ,NHC(CHJ s -NhJcF, 



DMTP — i 




0(CH 2 ) 2 -CN 
N(isoPr) 8 

12 Cytolab 2599-01 



CHj-NH-Fmoc 

JL CPGtCAAOCH '^ <:H - ODMT ' _ JS-rtiUbbc 5221-1 

DMTr = dimethoxytrityle 

MMTr = monoirtethoxytrityle 

Fmoc « fluorenyl J 9-methoxycarbonyle 

CPG = billes de verre a porosit6 contr61£e 

LCAA « longue chaine alkyle amine (bras espaceur) 

D'autres ligands phosphoramidites prepares par la demanderesse sont respectlvement synthases selon 
les protocol es decrits ci-dessous : 

a) - Dans un ballon de 100 ml purg£ a I'argon sont melanges 2 gd'octanediol-1 ,8 (commercialise par ia 
societe ALDRICH 0-330-3), 0,084 g de dimethyl-4 aminopyridine, 1,9 ml de triethylamlne dans 20 ml de 
pyridine anhydre. Puis 3 g de chiorure de dimethoxy-4,4' triphenylmethyle dans 15 ml de pyridine sont ad- 
ditionnes en 30 min. Apres 1 heure de reaction sous agitation, la reaction est bloquee par 10 ml de me- 
thanol. Apres extraction par un melange acetate d'ethyle, tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7, la 
phase organique est sechee sur sulfate de sodium, puis purifiee sur colonne de silice par un m6lange de 
CH 2 Cl2/methanol/triethylamine seion les proportions suivantes : 98/1/1. 

Les fractions contenant un produit dont le facteur de retention (Rf) est egal a 0,47 sont m&angees et 
concentrees sous vide. 0,7 g de ce produit seche sont mis en solution dans 4 m! de CH 3 CN anhydre avec 
4,7 mi de tetrazole a 0,5 M dans CH 3 CN. La solution est ajoutee goutte a goutte dans 0,5 g de cyanoethyl- 
2 N,N,N',N'- tetraisopropylphosphoro-diamidite (commercialise par la societe ALDRICH sous la reference 
30-599-5) dans 6 ml de CH 3 CN. 

Aprds 30 minutes de reaction, la phase organique est centrifugee. Le surnageant est purifie par chroma- 
tographic sur couche mince sur colonne de silice en utilisantun melange A compose d'hexane/acetate d'ethy- 
le/trtethylamine respectivement selon les proportions 60/35/5. Les solutions contenant fe produit souhaite sont 
regroup6es et concentrees. 

Le compose obtenu est le compose reference 1 represente par ia formule generate IV ci-dessous dans 
laquelle DMTr represente le dimethoxytrityle. 

OfCH^CN 

DMTr O (CHJa-O-P^ 

N(isoPr) 2 



Le deplacement chimique en RMN (resonance rnagnetique nucleate) du 31 P du compose 1 est de 148,40 
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10 



15 



ppm et son facteur de retention (Rf) dans le melange A est de 0,77. Les dSplacements chimiques en RMN sont 

donnas par rapport a H 3 P0 4 & 85 %. 

b) - 210 mg de benzyloxy-2-mthano! (commercialism par la socimtm ALDRICH sous la r6f6rence 25286-7) 
anhydre dans 10 ml de tmtrazole & 0,25 M dans CH 3 CN sont additionnms goutte £ goutte dans 3 ml de 
CH 3 CN contenant 600 mg de cyano-2 N.N.N'.N'-tmtraisopropyl phosphorodiamidite. 
Apr£s 1 heure de faction sous agitation, centrifugation pour miiminer le pr6cipit6, la phase organique est 

concentre et purifi6e par chromatographie sur couche mince sur colonne de silice par un melange B hexa- 

ne/ac6tate d'mthyle/triethylamine respectivement seion les proportions 50/45/5. 

Le composm obtenu est le composm r6ferenc6 2 reprmsentm par la formule g6n6rale V ci-dessous. 



.OCCH^CN 

CH 2 <>(CH 2 ) 2 OP^ 

^ N(isoPr) 2 ( v ) 



Les caractmristiques du composm 2 sont les suivantes : 
RMN 31 P (ppm) = 148,57, Rf = 0,85 dans le melange B.Les dSplacements chimiques en RMN sont donn6s par 
rapport £ H 3 P0 4 & 85%. 

20 c) - On utilise un protocole identique & celul d£crit pour ia synthase du compost 2 en utilisant comme produit 
de depart du ph6nyl-6-hexanoi-1 (commercialism par la socimtm ALDRICH sous la reference 33361-1). 
Aprfcs 1 heure de reaction sous agitation, centrifugation pour miiminer le pr6cipit§, ia phase organique est 
concentr&e et purif i§e par chromatographie sur couche mince sur colonne de silice en utilisant un melange C 
composm d'hexane/acmtate d'6thyle/tri6thylamine respectivement selon les proportions 70/25/5. 
25 Le composm obtenu est le composm r6f6renc6 3 represents par la formule g6n6rale VI ci-dessous : 



so N f N(isoPr) 2 

( VI ) 



Les caractmristiques du compost 3 sont les suivantes : 
RMN 31 P (ppm) = 148,40, Rf = 0,70 dans le m§lange C. 
35 d) - On util ise un protocole de synthase identique & celui d6crit pour le composm 2 en utilisant comme produit 
de depart PhexanoM (commercialism par la socimtm ALDRICH sous la reference H 1330-3). La reaction 
n'est pas suivie par chromatographie sur couche mince, mais par RMN du 31 P. La reaction est stopple 
apr£s disparition du bisphosphoramidite de depart (8 31 P = 128,18 ppm). Le composm obtenu est le compo- 
sm r6f6renc6 4 reprmsentm par la formule g6n6rale VII ci-dessous et est utilise brut apr^s filtration sur Miilex 
40 (designation commerciale) 0,45 u.m. 



OCCH^N 
(CH 5 )-(CH 2 )5-0-P ^ 
45 NOsoPr^ 



( VII ) 



Le dSplacement chimique en RMN du 31 p est 6gal 6 148,37 ppm. 

e) On utilise un protocole de synthase identique k celui d£crit pour le compose 2 en utilisant comme produit 
so de depart le dimethylamino-3 propanol-1 (commercialism par la socimtm ALDRICH sous la r6fmrence 

D14440-1). La rmaction n'est pas suivie par chromatographie sur couche mince, mais par RMN du 31 p. La 
reaction est stoppme apr6s disparition du bisphosphoramidite de depart (6 31 P = 128,18 ppm). Le composm 
obtenu peut §tre utilism brut aprds filtration sur Miilex (dmsignation commerciale) 0,45 ^m. 

f) On utilise un protocole de synthase identique & celui dmcrit pour le composm 2 mais en utilisant comme 
55 produit de dmpart un N-methyl aminoalcool tel que le (methylamino)-2 ethanol(commercialism par la socimtm 

ALDRICH sous la rmfmrence 23966-6). 
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EXEMPLE 2 : Synthase d'un bras thiophosphate k I'extremite 5' de I'oligonucleotide 

Une solution de 15,02 g d'hydroxy-3 proprionitrile (10 992-4 Aldrich) dans 40 ml de THF anhydre et26 ml 
de N, N'- diisopropyiethylamine (Aldrich D 12580-6) est refroidie k - 10° C. 10,10 g de dich!oro(diisopropyla- 
mine)phosphine sont additionn6s sous agitation en 30 min. Aprfcs 20 min supplemental de reaction, le chlor- 
hydrate est f iltre sous atmosphere inerte. Le f iltrat dilu6 dans 1 litre d'acetate d'ethyle est extrait 3 fois avec 
150 ml de Tampon phosphate pH 7,00 puis s6che sur Na 2 S0 4 . AprSs concentration sous vide, le produit est 
purif te sur silice en presence de triethylamine. 

Le compose obtenu est le compose reference 9b represents par la formule VIII ci-dessous. 



Exemple 3 : Ligands peptidiques 

Les peptides sont synthetis6s sur une rSsine phenylacetamidomethyl (PAM) polystyrdne/divinylbenzfene 
(Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) par la methode en phase solide de Merrlfield en utilisant un synth£- 
tiseur automatique Applied Biosystems 430A Les acides amines sont coupes sous forme d'anhydride sym6- 
trique k I'exception de la glutamine et de I'asparagine qui reagissent sous forme d'esters d'hydroxybenzotria- 
zole (HOBT). Les acides amines utilises proviennent de chez Novabiochem (Lauf lerlf ingen Suisse) ou de chez 
BACHEM (Bubendorf Suisse). 

La synthase chimique des peptides a et6 r6alis6e en utilisant un protocoie de double couplage avec la N- 
methyl-pyrrolidone (NMP) comme solvant. Les peptides ont 6t6 coupes de leur r6sine ainsi que les protections 
lateraies de manure simuitan6e k I'aide d'acide f luorhydrique (HF) dans un appareiilage approprte (HF appareil 
de coupure de Type I, peptide Institute, Osaka, Japon). 

Pour 1 g de peptidylrSsine, 10 ml de HF, 1 ml d'anisole et 1 ml de dimethylsulfure (DMS) sont utilises et 
le melange est agite durant45 minutes k - 2° C. Le HF est alors 6vapor6 sous vide. Aprfcs des lavages intensife 
k I'ether, le peptide est 6lu6 de la r6sine par de I'acide acetique 10 % puis de I'acide acetique concentre. Aprfcs 
dilution par de I'eau le peptide est lyophilis£. 

Les peptides sont purifies par chrortiatographie liquide haute performance preparative sur une colonne 
VYDAC de type C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, Hesperia, CA, U.S.A). L'eiution est r6alis6e par 
un gradient d'acetonitrile k un debit de 22 ml/min. Les fractions co!lect6es sont contr6!6es par une eiution en 
condition isocratique sur une colonne VYDAC C18 analytique (250 x 4,6 mm) k un debit de 1 ml/min. Les frac- 
tions qui presentent le m§me temps de retention sont r6unies et lyophilisees. La fraction majoritaire est ensuite 
analysee par CLHP analytique avec le systeme decrit pr6cedemmenL Le peptide qui est consider comme de 
purete acceptable se traduit par un pic unique representant 95 % minimum du chromatogramme.Les peptides 
purifies sont alors analyses dans le but de contrdler leur composition en acides amines. II sont tout d'abord 
hydrolysis dans de I'HCI 6N (Pierce) additionn6 de phenol (1% final) k 110° C durant 24 h sous vide dans une 
station d'hydrolyse Picotag (WATERS, Millipore Corporation, Milford USA). L'analyse des acides amines est 
ensuite ef fectu6e k I'aide d'un analyseur d'acides amines BECKMAN 6300. La mesure de la masse moieculaire 
chimique (moyenne) des peptides est obtenue en utilisant la spectrometrie de masse LS.I.M.S. en mode d'ion 
positif sur un instrument k double focalisation VG. 2AB.2SEQ relie k un systfcme d'acquisition DEC-VAX 2000 
(VG analytical Ltd, Manchester, Angleterre). 




0 - (CH^ - CN 
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TABLEAU 2 



5 



Peptide 


Sequence 


Mease 
theorique 


Masse 


Temps 
de retention (*) 


62SK 


KGSKG5K6SKGSKGSKGSKGSKG5KG5XGG 


27 12,04 


2712,2 


7,68 mn 


I K208 


KIEPLGVAPTKAKRRVVQREKR 


256 I J 


2560.7 


17,98 mn 



(*) conditions de CLHP. (chromatographie liquide h.aute pression) sur 
10 une colonne VYDAC 218 TP 52 (25 cm x 2,1 mm) selon les conditions 

suivdntes : 

debit = 0,25 ml/min, gradient de 0 — > a 100 % B' en 30 min avec 
15 - Tampon A' = eau + 0,1 % TFA (acide!trif luoroacetique ) 

- Tampon B' = 80% CH 3 CN, 0,1% TFA 

Exemple 4 : couplage d'un ligand phosphoramidite. 

20 Le couplage d'un ligand phosphoramidite a un oligonucleotide est effectue selon le protocole general sui- 
vant : 

Un oligonucleotide est synth6tis6 sur un appareil automatique APPLIED 381 Ade ia soci6t6 APPLIED 
BIOSYSTEMS en utilisant ia chimie des phosphoramidites selon le protocole du constructeur. Le ligand phos- 
phoramidite dissout dans de I'acetonitrile anhydre a une concentration de 0,2 M, est place en position X du 

25 synthetiseur et I'addition du ligand se fait k I'extremite 5' de ('oligonucleotide selon le protocole standard de la 
synthase automatique lorsque la synthase de I'oligonucieotide est achevee.Dans ie cas ou le ligand est porteur 
d'un groupement protecteur dimethoxytrityle, tel que pour les composes 1 et 9 a 12 d6crits prec6demment f il 
est n6cessaire d'effectuer une etape supp!6mentaire de d6protection du groupement trityle par I'acide trichlo- 
roacetlque en fin de synthase. Aprfcs deprotection une nuit a 55°C dans NH4OH 33 %, precipitation dans de 

30 rethanol a -20°C, ('oligonucleotide est seche sous vide et repris dans 1 ml d'eau. 

Pour les composes references 6 et 7, une etape supplemental de ciivage du groupement monomethoxy- 
trityle est effectuee selon le protocole du fabricant (CLONTECH) aprfcs deprotection. 

Pour les composes 11 et 12, le courage est effectue selon le protocole g6n6ral d6crit ci-dessus jusqu'a 
la deprotection, mais le ligand est greffe sur la base terminate de I'extremite 5' de l'oligonucl6otide.ll faut noter 

35 par ailleurs que les ligands 1, 10, 11 et 12 peuvent s'additionner sur eux-memes par I'interm6diaire du grou- 
pement hydroxyle Iib6r6 par detritylation. 

Dans le cas du compose portant la reference 13, la syrithese automatique demarre par la silice greff6e par le 
ligand sur le protocole standard. Le couplage ligand et oligonucleotide s'effectue par I'extremite 3' de ce der- 
nier. 

40 II est dans les connaissances de I'homme de I'art de fabriquer le support silice avec les ligands convena- 
biement proteges pour la synthese automatique ou pouvant etre d6proteg6s comme expliqu6 pr6c6demment. 

Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies a leurs extremes 5' ou 3' sont purifies par chromatogra- 
phic liquide haute pression en phase inverse sur une colonne Brownlee RP18 (10 mm - 25 cm), effectuant un 
gradient de 10 a 35 % de Tampon B" en 30 minutes puis de 35 a 100 % de Tampon B" en 3 minutes: Les ca- 

45 racteristiques des tamponsA" et B" sont les suivantes : 

- Tampon A" = 0,1 M TEAA(triethylammoniumacetate), pH = 7,0 

- Tampon B" = 50 % A + 50 % CH 3 CN 

Exemple 5 : Couplage d'un ligand thiophosphate a un oligonucleotide 

50 

Une solution 0,2 M du compose 9b dans CH 3 CN est additionnee, tel que precedemment decrit dans I'exem- 
ple 4, a I'extremite 5' d'un oligonucleotide en supprimant I'etape d'oxydation par le melange l 2 , H 2 0, THF, py- 
ridine. La cassette comportant la silice greffee par I'oligonucieotide est mise en contact 1 heure avec une so- 
lution de soufre a 5 % dans un melange CS 2 /Pyridine respectivement seion les proportions 50/50. Aprfcs rincage 
55 soigneux par le melange CS 2 /pyridine, une deprotection est effectuee comme decrit precedemment. 

Le tableau 3 ci-dessous illustre les produits obtenus apr§s couplage des composes 1 a 13 precedemment 
decrits sur un oligonucleotide quelconque et deprotection, et donne 6galement a titre de reference un oligonu- 
cleotide nu. 
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TABLEAU 3 

par couplage avec X ligand X 



oligonucleotide 6 ' * OH 



s ' oligonucleotide 0-PO*(CH 2 ) e OH 



o 

oligonucleotide „' ■ O-PO-tCHJgO-CH,/ (~*) 

I 

O 



,* oligonucleotide ,'-Q-PO-(CH,) t -^Q^ 



oligonucleotide s ' ■ O-P-O CCH^-CH, 



o 

II 

oligonucleotide s'-OP-O-CCHJ.-NHj, 

i 

o 



o 

II 

oligonucleotide • O-P-O^CH^^-NHa 
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O 

il 

3 ' oligonucleotide 6 '- QP-O-fCH^-NH, 

I 



oligonucleotide ,'• 0-PO-(CH 2 ),S CPh 3 



8 



a' oligonucleotide • O-PO- 

I 



9a 



oligonucleotide 5 '-<OPs- 

I 



9b 



o 

II / 

,* • oligonucleotide • OP-0-CH 8 -pH ^ 



CHjOH 



10 



YD ■ 



^J^^ NH (CHJ.-NH, 



a '-oligonucleotide ,'• o 



11 
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NH-fCH^NH^CH^NH, 




a'-oligonucteotide S K 0 



HC>CH 2 •CH•CH ^ 03 , oligonucleotide ;-CH 

i 



13 



Exempie 6 : couplage d'un ligand peptidique k un oligonucleotide 

Le couplage d'un peptide a un oligonucleotide peut etre effectue selon les m6thodes dites directes ou in- 
directes connues. Par methode directe, on entend le couplage par synthase automatique telle que decrite dans 
la publication de C. D. Juby, Tetrahedron Lett, 879 (1991) et la methode selon laquelle on synthase un oli- 
gonucleotide ayantune fonction reactive k son extremity 5' ou 3' ou sur une base. On fait subir & I'oligonucieo- 
tide une etape de d6protection et on le couple k un peptide, prepare au prealable, par formation d'une liaison 
covalente entre deux fonctions r6actives compiementaires, I'une portee par I'oligonucieotide et I'autre par ie 
peptide. Par exempie, on peut coupler des amines primaires avec un acide carboxylique active ou un aldehyde 
ou bien une fonction thiol avec un halog6noalkyle. Methode de couplage indirecte signif ie que I'oligonucieotide 
et le peptide sontchacun porteurs d'une fonction reactive identique ou differcnte I'une de I'autre, ces 2 fonctions 
n'etant pas compiementaires. En consequence, il est necessaire d'utiliser un agent intermedial de couplage 
qui peut etre homobifonctionnel si les deux fonctions sont identiques ou heterobifonctionnel si les deux fonc- 
tions sont diff6rentes. Parmi les agents de couplage homobifonctionnels, on peut citer le DITC (phenytene- 
1 ,4-diisothiocyanate) lorsque les deux fonctions reactives sont des fonctions amines primaires, le DSS (disuo 
ciriimidylsub6rate) ou analogues. Parmi les agents de couplage heterobrfonctionnels, on peut citer le SMCC 
(succinimidyI-4-(N-maieimidom6thyl)cyclohexane-1-carboxylate) lorsque les deux fonctions r6actives presen- 
tent chacune ind6pendamment de I'autre une fonction amine primaire et une fonction thiol, le SMPB (succini- 
midyl-4-(p-maieimido phenyl) butyrate ) ou analogues. 

Selon I'invention, on a realise le couplage d'un oligonucleotide et d'un peptide par technique indirecte telle 
que decrite en detail ci-aprfes. Mais bien entendu, ceci n'est qu'une illustration non limitative d'un mode de rea- 
lisation particulier de invention. 

Aussi, selon Invention, on arrive k synthetiser un oligonucleotide avec un ligand repr6sent6 par le compo- 
se 5, puis on precede k une etape de purification comme decrit dans I'exemple 4. Apres sechage sous vide, 
I'oligonucieotide (3.1 CH moles) a ete repris dans 25 pj de Tampon borate de sodium 0,1 M pH 9,3. On a addi^ 
tionne 500 nl k 30 mg/ml de DITC (Fluka 78 480) dans le DMF. Le melange a 6te agite 1 heure 30 min environ 
k 37°C avant addition de 3 ml d'H 2 0. 

Apres extraction de la solution par le butanol (3x3 ml), la phase aqueuse restante (600 ^il) est sechee 
sous vide, puis reprise par 1,5 10" 7 moles de peptides dans 300 \i\ de tampon borate 0.1 M pH 9,3. Apres une 
nuit de reaction a 37°C sous agitation, le conjugue oligopeptide obtenu a ete purif ie sur colonne Brownie RP 
300 (4,6 x 100 mm) dans les conditions suivantes : 

On a utilise deux tampons respectivement C = 0.1 M TEAA, pH 8,0 et D = 50 % C + 50 % CH 3 CN. On 
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a realise un gradient de 0 a 30 % de C en 30 min, puis de 30 & 100 % de C en 3 min. 

En utilisant les protocoles decrit pr6c§demment, on a respectivement synth6tis6 3 oligonucleotides a, b et 
c et couples ou non k divers ligands phosphoramidites, thiophosphates ou peptidiques. 

La sequence nucieotidique de I'oligonucieotide a est la suivante : 5'-GCATTTAGAGCC-3\ 

[-'oligonucleotide b est repr6sent6 par la sequence : 
5'-TGCATTTAGAGCC-3\ 

^oligonucleotide c est caracterise par la sequence : 
5'-TCTACGCATTTCACCGCTACAC-3'. 

Les r£su!tats sont pr6sent6s dans le tableau 4 ci-apres : 



TABT.FAIT 4 





X 
(ligand) 


OLIGO 


THMPS Db RbTiiNTlON (#) 
CLHP (minutes) 


GCMTTAGAGOC 




a 


17,8 




5 


a-5 


16,0 


X-^SCMTTEGAGOC 


6 


a-6 


28.9 


XKKATTTAGAQOC 


8 


a-8 


35.0 




m 


b 


27,8 


X—TOCMTEAGAQOC 


1 


b-1 


24,3 


XX-*T3CAlU"IfiGAGCC 


1 


b-1*2 


32,1 ) 


XXX-TtT!ATTTOGAQCri 


1 


b-1 *3 


34,5 | 




2 


b-2 


23,3 


x~T3CArrTAG?ox; r 


3 


b-3 


35,0 


X-^imOTiaGftGX 


4 


b-4 


26,2 


x-rocRrms^: 


5 


b-5 


17,0 


X-TOCAITTAG?y3CC 


6 


b-6 


32,3 


X- J K3CMTTZ^GAQ0C 


7 


b-7 


16,5 


X- J K3CAITTftS^GX 


8 


b-8 


33,8 


X-TO3m7D^30C 


! 9a 


b-9a 


17,3 


x-roamraraGX 


9b 


b-9b 


16,4 


x-rosmraiaQcx: 


1 0 


b-10 


17,2 


X-TCCMTEftGftGX 


1 1 


b-1 1 


17.3 


x-rocamso^GX 


12 


b-12 


18,2 


IO^mTAG^GOC-X 


13 


b-13 


17.0 






c 


17.5 


X- J IX^aOQC3OT , T^^ 


1 


c-1 


24,3 


. XXX-^X^AOGOOT^ 


1 


c-1*3 


33,5 ! 


X^K3A0QC3OTK^^ 


5 


c-5 


17,1 


X9-TCEAOGCA^ 


1 0 


c-1 0*9 


19,5 


X9-TCTACX3CAIITI^^ 


1 1 


c-11*9 


19,2 



TABLEAU 5 



5'- oligonucleotide - 3' , 


PEPTIDE 


NOM 
ABREGE 


TEMPS DE 
RETENTION 
CLHP (minutes) 


RATIO 


TQ^ATTTAGAQX 


G28K 


b-G28K 


25.7 


1.0 


Q^ATTTAGAGCC 


G28K 


a-G28K 


24.8 


1.0 


TQCMTTAGAGCC 


K20R 


b-K20R 


36.1 


1.1 


TCTAOGC3^TTrcACnXEAC^ 


K20R 


C-K20R 


39.3 


0.9 
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dans leque! X caracterise le ligand selon la nomenclature utilis6e pr6c6demment, le symbole *n, n representant 
le nombre 2, 3 ou 9, signifie que le ligand peut s'additionner n fois sur lui-meme. 

Le symbole - dans la colonne X du tableau 4 signifie que ['oligonucleotide est synthetase sans ligand. 

Le symbole # signifie que les conditions chromatographiques sont celles dicrites pour I'exemple 4. 
5 Dans le tableau 5, ('oligonucleotide est quantify en picomoles par U.V. en mesurant Tabsorbance d 260 

nm, selon le protocole Applied Biosystems. Le peptide est quantify en picomoles par analyse d'acides amines 
selon la methode d6crite dans I'exemple 3. Le ratio oligo/peptide est le rapport de ces deux valeurs. 

Exemple 7 : detection d'un fragment decide nucleique par la technique dite "sandwich". 

10 

Dans une plaque de microtitration en polystyrene (Nunc 439454), sont deposes 100 |il d'une solution d'un 
oligonucleotide de capture modifie ou non parun ligand k une concentration de 0,15 fiM dans du PBS 3X (0,45 
M NaCI; 0,15 M phosphate de sodium,; pH 7,0). La plaque est incub£e deux heures & environ 37°C puis lav£e 
3fois par 300 \i\ de PBS Tween (0,15 M NaCI; 0,05 M phosphate de sodium; pH 7,0; 0,5% Tween 20 (MERCK 

15 822184)). ... 

50 \i\ d'une sequence cible & differentes concentrations dans du tampon PBS saumon (PBS 3X + ADN de 
sperme de saumon 10 mg/ml (Sigma D9156)) sont ajoutes dans les puits, suivis de 50 pJ d'une solution d'un 
conjugu6 oligonucieotide-peroxydase & une concentration de 0,1 ng/^l (15 nM) en oligonucleotides dans un 
tampon PBS - cheval (PBS 3X + 1 0 % de s6rum de cheval (BIOMERIEUX 55842)). 

20 La plaque est incubee 1 heure h 37°C et Iav6e par 3 fois 300 jxl de PBS Tween. 

100 pi de substrat OPD (ortho-ph6ny16ne diamine, Cambridge Medical Biotechnology ref. 456), dans un 
tampon OPD (0,05 M acide citrique; 0,1 M NaH 2 P0 4 ; pH 4,93) de la concentration de 4 mg/ml, auxquels on 
ajoute extemporanement H 2 0 2 & 30 volumes au 1/1000, sont ajout6s par puits. Apr6s 20 minutes de reaction, 
Factivite enzymatique est bloquee par 100 ^l d'H 2 S0 4 1N. La lecture est effectuee sur un lecteur AXIA Micro 

25 Reader (BIOMERIEUX) & 492 nm. 

Exemple 8 : 

Conform6ment au protocole g6n6ral decritdans I'exemple 7, on a effectue la detection d'un fragment d'acl- 
30 de nucleique cible determine par la sequence 

5 ' -AAGGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTG 
CAATGTTGCCTTA-3 » , 

35 

respectivement & une concentration de 10- 9 M etde 10~ 10 M en utilisant un oligonucleotide de capture de se- 
quence 5'-TGCATTTAGAGCC-3' modif i6 ou non par un ligand et un oligonucleotide de detection conjugue & 
la peroxydase de sequence 5'-TAAGGCAACATTGCAAGATA-3'. 

Les resultats sont pr6sent6s aux figures 1 et 2 dans lesquelles les oligonucleotides de capture sont notes 
40 selon les regies d6f inies pr6cedemment dans les tableaux 4 et 5. 

L'effet de I'addition d'un ligand & I'extremite d'un oligonucleotide sur I'efficacite de la detection peut se 
quantifier par le ratio signal oligonucieotide-ligand/signal oligonucleotide nu. On entend par oligonucleotide nu, 
un oligonucleotide de synthase standard, c'est-a-dire 3' OH, 5' OH et ne possedant pas de ligand sur les bases. 

On a repr6sente dans le tableau ci-dessous le ratio signal oligonucieotide-ligand/signal oligonucleotide nu, 
45 dans lequel X repr£sente un ligand selon la terminologie utilisee pr§c6demment et b repr6sente un oligonu- 
cleotide tel que determine precedemment 



TABTiFATT 



X 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


Ratio b-X/b 


2,6 


1.3 


1,5- 


1.2 


8,2 


7,8 


6,3 


3,8 


X 


9a 


9b 


10 


11 


12 


13 


G28K 


K20RI 


Ratio b-X/b 


0,5 


6,7 


7,1 


9,7 


11.1 


6,8 


> 12,6 


> 12,6 1 



55 

Ce tableau montre que I'addition d'un ligand sur uh oligonucleotide permet d'augmenter de manifere im- 
portance le signal, jusqu'S plus de 10 fois dans certains cas. Tous les iigands n'ont pas le m§me effet et la 
presence d'une amine primaire est un facteur determinant. Ceci est d'aiileurs conf irm6 par les figures 1 et 2 
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(donnant les resultats obtenus (donn6s en D.O. (density optique)) avec diverses sondes de capture). 

Comme cela ressort des figures 1 et 2, II n'y a pas d'effet de la concentration en cible. . 

Avec les ligands 5, 6, 7, 10 et 13 qui comportent une amine primaire sur une chame alkyle ramifiSe ou 
non, le ratio b-X/b est compris entre 6,3 et B,2, alors que pour les ligands 1, 2, 3, 4, 9 qui ne comportent pas 
5 d'amines primaires, ce ratio est compris entre 1,2 et 3,7. 

Dans le cas du iigand 9a, qui am6ne un groupement phosphate, I'effet est nSgatif avec un ratio de 0,5. 

Si le iigand amine est porte par une channe aliphatique greff6e sur la base d'un nucleotide non compie- 
mentaire de la cibfe, le meme effet d'augmentation du signal est visible, ce qui est le cas avec les ligands 11 
et12. 

10 

Exemple 9 : 

On r6p£te le protocole general d6crit dans I'exemple 7 utilisant des ligands simples, des ligands pouvant 
s'additionner sur eux-memes, des ligands peptidiques et un nucleotide thymine (T). L'oligonucl6otide de cap- 
15 ture b est caYact6ris6 par la sequence 5-TGCATTTAGAGCC-3'. 

Les resultats sont presentes k la figure 3 et dans le tableau 7. 



TABLEAU 7 



20 



X 


I 


1*2 


1*3 


11 


11*9 


T*9 


10 


10*9 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


2 ? 6 


3,4 


4,6 


9,7 


>12,6 


4,4 


7,1 


>12,6 


>12,6 


>12,6 



Comme ceia ressort de cette figure et du tableau 7, dans lequei X reprSsente fe Iigand, le symbole *n sl- 
gnif ie le Iigand pouvant d'additionner n fois sur lui-m§me, b repr6sente I'oligonucieotide de capture. 

25 La sensibilite de detection est augmentee par ('addition multiple du Iigand, quel que soit le type de Iigand, 
mais avec un effet trfes marque lorsque le Iigand est porteur d'une fonction amine. Cet effet de ia fonction amine 
est conf irm6 par la comparaison entre Iigand 1 ((CHJa-OH) et le Iigand 5 ((CH 2 )6-NH 2 ) de I'exemple precedent- 
En effet, le Iigand 1 porteur d'un groupement hydroxyle, m§me additionne 3 fbis sur !ui-m§me, ne donne un 
gain que de 4,56, alors que le Iigand 5 portant un groupement amine primaire produit un gain de 8,20. De m§me 

30 pour le Iigand thymine (T) additionne 9 fois sur lui-meme, le gain de sensibilite n'est que de 4,4 en comparaison 
avec le Iigand 11 additionne 9 fois sur lui-m£me, qui donne un gain de sensibilite de 12,6. Le Iigand 11 differe 
du Iigand thymine par ia presence d'un bras aliphatique comportant une amine primaire sur la base T en position 
5. 

35 Exemple 10 : 

On utilise te m§me protocole general que celui d£crit dans I'exemple 7. On utilise une sonde de capture, 
courte, ref6renc6e a, de sequence 5'-GCATTTAGAGCC-3' et qui est raccourcie d'une base par rapport k la 
sonde b pr6c£demment testee. Les ligands couples k la sonde de capture sont respectivement les ligands 
40 phosphoramidite 5 et 6 et le iigand peptidique G28K. 

La cible est d6pos£e k une concentration egale k 10~ 10 M. 
• Comme cela ressort k la figure 4, la sensibilite de detection est augmentee en presence d'un Iigand porteur 
d'une fonction amine primaire, par rapport k un oligonucleotide nu. Par ailleurs, on constate que la sensibilite 
de detection estfortement augmentee en presence d'un Iigand peptidique en comparaison avec un Iigand phos- 
45 phoramidite 5 et 6. Les resultats sont conf irm6s dans le tableau 8 ci-dessous, dans lequei X represente ie Ii- 
gand, a ('oligonucleotide. 



TABLEAU B 



50 



X 






G28K 


Ratio a-X/a 


3,2 


3,7 


8,9 



On utilise un protocole de detection identique k celui decritdans I'exemple 7. L' oligonucleotide de capture 
55 est I'oligonucieotide c de sequence 5'-TCTACGCATTTCACCGCTACAC-3' modifie k Textremite 5' par un Ii- 
gand et qui est depose k une concentration de 0,30 ^M. La cible est compos6e de 5.1 0 9 Moles d'un melange 
d'ARN 16S et23S E. Coli (commercialise par la societe BOEHRINGER sous la reference 206938) dans 50 |il 
d'un tampon PBS saumon. La sonde de detection coupiee k ia peroxydase a pour sequence 5'- 
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TCTAATCCTGTTTGCTCCC-3'. 

Comme montr<§ a la figure 5, la sensibility de detection est augments par la presence d'un ligand et ceci 
d'autant plus qu'on utilise un ligand coupl6 plusleurs fois sur lui meme. 

Les resultats sont confirmes dans le tableau 9 ci-dessous, dans lequel X represente le ligand et c I'oligo- 
nucleotide de capture. 



TABLEAU 9 



X 


1 


1*3 


5 


1 0*9 


11*9 


K20R 


Ratio c-X/c 


1,5 


1.8 


5,7 


8.2 


9.1 


9.6 



On constate par ailleurs qu'avec une sonde de capture de 22 bases, les ligands 10 et 11 additionnSs 9 
fois sur eux-memes et le ligand peptidique K20R ont sensiblement le meme effet 

Exemple 12 : 

On utilise le m§me protocole que celui d<§crit dans I'exemple 7. On fait varier la nature du tampon de dilution 
de I'oligonucteotide de capture modrfte Par des ligands chimiques. L'oligonucteotide de capture est I'oligo b tei 
que d6crit pr6c6demment, mis en solution & 0,15 u.M respectivement dans des tampons A*, B*, C*. D*. La 
clble S d6crite dans I'exemple 8 est d6pos6e & une concentration de 10-™ M. 
A* = 150 mM phosphate de sodium pH 7,0 ; 450 mM NaCI 
B* = 150 mM phosphate de sodium pH 4,2 ; 450 mM NaCI 
C* = 150 mM phosphate de sodium pH 8,5 ; 450 mM NaCI 
D* = 150 mM Tris pH 7,0 ; 450 mM NaCI. 

Comme cela ressort de la figure 6, quel que solt le tampon, I'effet du ligand sur la sensibility de detection 
est conserve. Cet effet diminue k pH acide avec le tampon B*. 

Exemple 13 : 

On va montrer maintenant Teffet du ligand sur la specificite- On utilise un protocole sandwich identique & 
celui dScrit dans I'exemple 7 et 2 fragments d'ADN & une concentration de 10-™ M comme cible. La sequence 
S ci-dessous est parfeitement homologue de ['oligonucleotide de capture b modif i<§ ou non par des ligands . 

La sequence SGT d6crite ci-dessous contient un m6sappariement de type GT au milieu de la region 
compI6mentaire de la sonde de capture. " 

Sequence 

3 9 -ATTCCGTTGTAACGTTCTGTAACATAACGTAAATCTCGGGGTTTTACTTTAAGGCCA 
ACTGGAA-5 • 



3 ■ -ATTCCGTTGTAACGTTCTGTAACATAACGTAAfiTCTCGGGGTTTTACTTTAAGGCCA 
ACTGAA-5 1 

Le gain en signal amenS par la pr6sence d'un ligand ne doit pas diminuer la sp6cificite de la detection. Le 
ratio signal S/signal SGT peut done servir de reference pour mesurer les performances du systeme. 

Les resultats sont pr6sent§s & fa figure 7 et dans le tableau 10 ci-dessous, dans lequel b repr6sente ('oli- 
gonucleotide de capture etX le ligand. 



TABLEAU 10 



l b-X 


b 


M 


b-2 


b-3 


b-4 


b-5 


b-6 


b-7 


CffiU^UBUiJVlUl'HE 


7,1 


7,8 


9,1 


8,2 


8.2 


9.5 


9,9 


15,3 


b-X 


b-8 


b-9b 


i 10 


1 1 


12 


13 


G28K 


K20R 


CEBLE/C1BLE MUTEE 


6,8 


7/i 


8,9 


7,9 


7,9 


8.6 


>4.7 


>3,2 
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On constate que le gain en signal amen6 par le ligand ne diminue en rien la sp6cificite de la detection. 
Dans le cas de I'utilisatjon des ligands peptidiques, on note une diminution de gain en signal, en comparaison 
de celui obtenu avec des ligands phosphoramidites et cecl est dO & une saturation du detecteur. En realite, la 
specificity de la detection n'est pas alt£r£e par ['utilisation du ligand peptidique. 

5 

Exemple 14 : 

On realise la detection d'un fragment d'acide nucieique sur un automate VIDAS (marque enregistree - 
commercialism par la societe BIOMERIEUX SA- VITEK). La detection est effectuee 6 I'aide d'un support coni- 
10 que SPR (commercialise par la soci6t6 VITEK (USA),marque de commerce) realise d partir d'un materiau ven- 
du sous la denomination K r6sine(qui est un copolymfcre butadiene-styrene) et d'une barrette. La reaction d'hy- 
bridation sandwich decrite dans le protocole ci-dessous se produit sur la paroi interne du c6ne. 

Sur la surface interne du c6ne SPR, sqnt f ix6s passh/ement des oligonucleotides modifies ou non par un 
ligand d une concentration de 0,15 \iM dans un volume de 315 d'une solution de PBS 4X (phosphate de 
15 sodium 200 mM pH 7,0, NaCI 600 mM). Apres une quit & temperature ambiante ou deux heures k 37°C, les 
cdnes sont Iav6s 2 fois par une solution de PBS Tween , puis s6ches sous vide. La barrette contient Tensemble 
des r6actifs necessaires h la detection, c'est-6-dire : 

200 y\ d'une solution & 15 nM d'un oligonucleotide de sequence 5'-TAAGGCAACATTGCAAGATA-3' 
couple k Textremite 5 f 6 la phosphatase alcaline, 3 fois 600 pJ de solution de lavage PBS Tween et une cuvette 
20 de substrat 

Dans le premier puits de la barrette, est d6pos6 200 \i\ de la cible & une concentration de 10-° M dans le 
m§me tampon que pour Texemple 7. 

Apres incubation 30 minutes du cdne par le melange cible plus sonde de detection, le cflne est Iav6 3 fois 
par une solution de PBS Tween. 250 \i\ de substrat MUP (m6thyl-4 umbelliferyl phosphate) en solution dans 
25 un tampon diethanolamine sont aspires dans le cdne, puis relfiches dans une cuvette de lecture. L'appareil 
mesure le signal fluorescent exprime en RFU (unites relatives de fluorescence) de la cuvette. 

Les resultats sont representes & la figure 8 et dans le tableau 11 ci-dessous dans iequel X represente le 
ligand, *n signifie addition n fois du ligand sur Iui-m6me, b represente ('oligonucleotide de capture tel que re- 
presente pr6cedemment 

30 



X 


1 


1*2 


; 1*3 


3 


5 


6. 


8 


G28K 


K20R I 


Ratio b-X/b 


2,3 


2,8 


4,8 


2,7 


20,4 


26,9 


21,6 


>43 


>43 | 



35 

Les resultats conf frment I'effet du iigand dans ('amelioration de la sensibility de detection et le rdle pre- 
ponderant des ligands portant au moins un groupement fonctionne! amine primaire. 

EXEMPLE 15 

40 

On effectue la detection d'une sequence d'acide nucieique selon le protocole sandwich tel que decrit dans 
Pefcemple 7 en utilisant des plaques de polystyrene irradi6es ou non irradiees commercial is6es par la societe 
NUNC respectivement sous les references 439454 et 269620. 

Le fragment d'acide cible est un fragment d'ADN du papillomavirus de type 16 (region E7) utilise & une 
45 concentration de 10- 10 M. 

La sequence de I'oligonucieotide de capture utilise, reference d, est : 5'-GACAACTGATCTCTAC-3' . 

La sequence de I'oligonucieotide de detection, couple & I'extr6mite 5' d la phosphatase alcaline, est : 
5'-CCGGACAGAGCCCATTAC-3' 

Les resultats sont pr6sentes dans les tableaux cl dessous 12 et 13. 

50 
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TABLEAU 12 




OLIGO -LIGAND 


PLAQUE NON IRRADIEE 


PLAQUE IRRADIEE 


d 

d-5 


0,100 D.O. 
0,180 D.O. 


0,230 D.O. 
0,490 D.O. 


TABLEAU 13 



OLIGO-L IGAND RAPPORT SIGNAL IRRADIEE/NON IRRADIEE 



d 2,3 
d-5 2 ,7 



Les resultats ci-dessus confirment le rale preponderant du ligand dans la sensibility de detection. Par ail- 
leurs, on constate une amelioration de la sensibilite de detection lorsqu'on utilise des plaques de microtitration 
irradiees. 

EXEMPLE 16 

On effectue la detection d'une sequence d'acide nucteique seion le protocole sandwich sur I'automate VI- 
DAS seion le protocoie dealt dans I'exemple 14 en utilisant des c6nes de K resine respectivement irradies ou 
non irradies. Ces cfines sont commercialisees par la societe VITEK SYSTEM. 

L'ADN, les oligonucleotides de capture et de detection utilises sont identiques & ceux decrits dans I'exem- 
ple 15. Le ligand utilise est celui reference precedemment dans I'exemple 5. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 14 cl-dessous. 

TABLEAU 11, 



OLIGO -LIGAND SPR NON IRRADIE SPR IRRADIE 



d 84 RFU 540 RFU 

d-5 1302 RFU 3917 RFU 



Les rapports de detection SPR active/SPR non actrv6 sont de : 



OLIGO-L IGAND RAPPORT activeVnon active 



d 6,43 
d " 5 » 3,00 



Les resultats ci-dessus confirment encore I'effet du ligand sur la sensibilite de detection. Par ailleurs, on 
constate une diminution du gain du signal lorsqu'on utilise des cones irradies, mais ceci est du & une saturation 
du detecteur. Le rapport est done nettement superieur & 3,00 (»3,00). 
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EXEMPLE 17 

On met ci-apres en evidence la stabilite des c6nes utilises & dlfferentes temperatures. 
En effet, dans le cas d'utilisation de c6nes pour I'automate VIDAS, comme composants de la trousse de 
5 detection de fragments d'acides nucleiques, ceux ci doivent §tre vendus prets & I'emploi, c'est & dire avec I'oli- 
gonucleotide de capture immobilise. Un facteur determinant de leur utilisation est leur stabilite dans le temps. 
Des experiences de stabilite ont ete effectuees k trois temperatures dlfferentes, respectivement 4°, 20°C et 
37°C. Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 15 ci-dessous apres 42 jours pour chaque tempe- 
rature : 

10 

TABLEAU 15 



15 



TEMPERATURE 


RAPPORT SIGNAL jour 42/jour 1 


4 o . 


100 % 


20° 


98 % 


37° 


86 % 



20 

Les resultats ci-dessus montrent I'excellente stabilite des cdnes utilises apres 42 jours de conservation 
dans un refrigerateur & une temperature de 4°C. Par ailleurs, une augmentation de la temperature n'affecte 
que tres peu la stabilite des produits. 

Comme cela ressort de tous les exemples precedemment decrits, I'addition d'un ligand k un fragment d'aci- 

25 de nucleique augments dans tous les cas la sensibility de detection. Cet effet est encore accru lorsqu'on utilise 
un ligand portant au moins un groupement fonctionnel polaire tel qu'un groupement amine. Par ailleurs, la fixa- 
tion du ligand sur le support solide est tres facile puisqu'eile se fait directement par adsorption passive. L'hy- 
pothese 6mise pour expliquer Tadsorption passive directe du ligand sur le support est la combinaison d'inte- 
ractions hydrophobes entre la partie hydrophobe du ligand et le support et d'interactions polaires entre les grou- 

30 pements polaires du ligand et des groupements polaires du support, ces derniers pouvant etre apportes iors 
du processus de polymerisation du support ou par une irradiation du support apres polymerisation. 

Revendications 

35 

1. Procede demobilisation par fixation passive, sur un support solide, d'un fragment d'acide nucleique 
comportant moins de 100 nucleotides, dans lequel on depose sur ledit support ledit fragment sous la forme 
d'un derive resultant du couplage covalent dudit fragment avec un ligand ayant une masse moleculaire 
inferieure & 5 000 et comprenant au moins un groupementfonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas sus- 

40 ceptible de reagir sur ledit support avec formation d'une liaison covalente dans les conditions dudit depfit, 

etant entendu que lorsque ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide, il comprend au moins un nu- 
cleotide modif ie de fa$on & introduire ledit groupement fonctionnel polaire. 

2. Proc6de selon la revendication 1, caracterise par le fait que ledit groupementfonctionnel est choisi parmi 
45 les groupements amine, hydrazine imino, azido, thiophosphate, hydrazono, suifamoyle, thiocarboxy, ami- 
de eventuellement substitue, triazano, triazeno, amido, semlcarbazono, carbamoyle, cyano, carboxyle, 
hydroxy, alkylthio et arylthio. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le fait que ledit groupement fonctionnel polaire est choisi 
50 parmi les groupements amine, hydroxy, amido, carbamoyl, alkylthio, arylthio et thiophosphate. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise par le fait que ledit groupement amine est choisi parmi les 
groupements amino, amidino, guanidino, triazinyle, indolyle et imidazolyle. 

5. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications prec6dentes, caracterise par le fait que ledit ligand 
55 comprend au moins un groupement hydrophobe. 

S. Procede selon la revendication 5, caracterise par le fait qua ledit groupement hydrophobe est choisi parmi 
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les groupements hydrocarbon^ Sventueilement insatures ayant 2 a 30 atomes de carbone. 

7. Proc6d6 selon ia revendication 6, caracterise par le fait que leditgroupement hydrocarbon^ est choisi par- 
mi les groupements aikyie, alkytene, alcenyle, alcenylfcne, les groupements aryles etarytenes, et les grou- 
pements aikyle, alkytene, alc6nyle ou alc6nyien6 6ventuellernent interrompus ou substituts par au moins 
un groupement aryiene ou aryie. 

8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 5 a 7, caracterise par le fait que ledit ou lesdits grou- 
pements) hydrophobe(s) est ou sont substitutes) par ledit ou lesdits groupement(s) fonctionnel(s) polai- 
re(s). 

9. Precede selon Tune quelconque des revendications pr<§c6dentes, caracterise par le fait que ledit ligand 
est lie a un nucleotide terminal dudit fragment 

1 0. Proc6d£ selon la revendication 9, caracterise par (e fait que ledit ligand est lie k I'extremite 3' ou 5' dudit 
fragment 

11. Precede selon ia revendication 9, caracterise par le fait que ledit ligand est lie k la base dudit nucleotide 
terminal. 

12. Precede selon I'une quelconque des.revendications pr6c6dentes, caracterise par le fait que ledit ligand 
comprend un groupement choisi parmi : 

- ies groupements de formule (I) : 



PO-Z-O-POZ 



(i) 



dans laquelle n est zero ou un nombre entier de 1 k 30, les groupements Z sont choisis parmi les grou- 
pements alkyifene et alc6nyiene ayant 2 a 30 atomes de carbone, Z' est un groupement aikyle ou al- 
cenyle ayant 2 k 30 atomes de carbone, X et X' represented independamment-Crivr, -S~M + ou un grou- 
pement aikyle, alcoxy, aryloxy, aminoalkyle ou aminoalcoxy, M + etant un cation alcaiin ou NH 4 + , etant 
entendu que Tun au moins des groupements Z et/ou Z' est substitue par un groupement fonctionnel 
polaire ou par un groupement portant un groupement fonctionnel polaire ; 
- les groupements de formule (II) : : 

o 




dans laquelle n, Z et 71 sont d6finis comme pr6c6demment, 
- et les groupements de formule (III) : 

-L (III) 

dans laquelle test un reste peptidyle comprenant au moins un motif derive d'un acide amine comportant 
une chaine laterale substitute par un groupement fonctionnel polaire. 

Proc6d6 selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formule (I), n etant 
zero ou un nombre entier de 1 k 10, Z est un alkylfcne ayant de 2 k 12 atomes de carbone, et Z' est un 
aikyle ayant de 2 k 12 atomes de carbone, I'un au moins des groupements Z etZ' etant substitue par au 
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10 



moins un groupement amine, hydroxy ou hydrazino. 

14. Proc6d6 selon la revendication 13, caracterise par le fait que n = 0 et X repr6sente CTM + . 

15. Procede selon la revendication 13, caracterise par ie fait que ledit ligand r6pond & ia formule (II), avec n 
= O, et Z' repr6sente un groupement alkyle ayant 3 a 12 atomes de carbone, substitue par au moins un 
groupement amine. 

16. Proc6d6 selon la revendication 1 5, caracterise par le fait que ledit groupement alkyle est en outre substitu6 
par au moins un groupement hydroxy. 

17. Proc6de selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond & la formule (II), avec n 
= 1 , et Z repr6sente un alkylene ou alc6nyiene ayant au moins 2 atomes de carbone et Z' reprSsente un 
groupement alkyle substitue par au moins un groupement amine. 

*5 18. Proc6d6 selon la revendication 12, caracterise par ie fait que ledit ligand r^pond k la formule (II), avec n 
= 0. 

19. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond k la formule (III), et que 
ledit acide amine comportant une chatne laterale substitute est choisi parmi ia lysine, Targinine, I'ornithi- 

20 ne, la glutamine, Pasparglne, la serine, la threonine, la tyrosine, I'histidine et le tryptophane. 

20. Proc6d6 selon la revendication 12, caracterise par le fait que -L est choisi parmi : 

- (KGS) m -KGG,m etant un nombre entier pouvant varier de 1 & 15 

- KIEPLGVAPTKAKRRWQREKR 

25 

21. Procede selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracterise par le fait que ledit support 
solide est realise en un materiau choisi parmi des polysaccharides comme ia cellulose et les derives de 
cellulose tels que Pac6tate de ceiiulose et la nitrocellulose, des polym&res vinyliques tels que le polychlo- 
rure de vinyle, le polyethylene, le polystyrene, les derives polyacryliques et les polyamides ainsi que des 

30 copolymgres correspondants. 

22. Proc6d6 selon la revendication pr6c6dente, caracterise par le fait que ledit copolymfere est un copolymfere 
chlorure de vinyle/acetate de vinyle, chlorure de vinyle/propyl&ne, ou un copolymere de styrene tel qu'un 
copolymere butadiene-styrene. 

35 23. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledit copolymere styrene contient 
de 10 e 90 % de poids en motifs styrene. 

24. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 21 & 23, caracterise par le fait que ledit support est 
un support modify par irradiation. 

40 

25. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, caracterise par lefait que ledit fragment 
• immobilise contient moins de 50 et en particulier moins de 30 nucleotides. 

26. Support sur lequel est Immobilisee par fixation passive une sequence nucieotidique, caracterise par le 
45 fait que ledit support peut §tre obtenu selon le proc6de de Tune quelconque des revendications pr6c6- 

dentes. 

27. Utilisation d'un support selon la revendication precedente, dans un proc£d6 de detection ou de purifica- 
tion, selon les techniques connues, d'une cible nucieotidique contenant une sequence compiementaire 
de celle dudit fragment immobilise. 



so 



28. Utilisation selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledit fragment immobilise est em- 
ploye comme sonde de capture. 



55 
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FIGURE 7 
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